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論文リスト 
 
 本学位論文は、下記の発表論文を総括したものである。 
 
1. 健康茶から検出された加工センナに関する検討 : 髙橋 美津子,  宮澤 眞紀,  
桜井 克巳,  渡部 健二朗,  小島 尚，食品衛生学雑誌，50 (6)，297-303 (2009). 
 （第Ⅰ章） 
 
2. センノシド標準溶液の安定性の検討及び分解物の解析 : 髙橋 美津子，桜井 克
巳，斉藤 貢一，分析化学，61(4)，341-346 (2012).（第Ⅰ章） 
 
3. Discrimination of cassia plants in health tea. :  M. Takahashi, K. Sakurai, H. Fujii, and  K. 
Saito, Jpn. J. of food chemistry and safety, 19(2), 149-154 (2012). （第Ⅱ章及び第Ⅲ章） 
  
4. Identification of indicator components for discrimination of cassia plants in health teas and 
development of analytical method for the components. : M. Takahashi, K. Sakurai, H. Fujii, 
and K. Saito, Journal of AOAC International, (2014, in press). （第Ⅲ章及び第Ⅳ章） 
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略号リスト 
 
HPLC:   High Performance Liquid Chromatography 
TLC :  Thin-Layer Chromatography 
LC-MS :  Liquid Chromatography - Mass Spectrometry 
LC-TOF-MS :  Liquid Chromatography - Time Of Fright - Mass Spectrometry 
NMR :  Nuclear Magnetic Resonance 
ESI :   Electro Spray Ionization 
JP :  Japan Pharmacopia （日本薬局方） 
JIS :  Japanese Industrial Standards（日本工業規格） 
SA :  Sennoside A 
SB :  Sennoside B 
CP-Glc :  Cassiaphenone B-2-Glucoside 
IR-Glc :   Isorhamnetin-3-O-Gentiobioside 
TiV-Glc :  Tinnevellin-Glucoside 
THF :  Tetra Hydro Furan 
C. :   Cassia 
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緒論 
 
 近年、健康志向の影響で多種多様の健康食品が市場に流通しており、これらはドラ
ッグストアや通信販売等で手軽に購入することができる。しかし、これらの健康食品
を摂取したことにより、健康被害を起こす事例がある。例えば、痩身を目的とした健
康茶においては、医薬品「センナ」（以下、医薬品の範疇であるものは「 」を付け
て表現する）が含まれていたことによる下痢や腹痛等の発症 1）、また、「フェンフル
ラミン」や「シブトラミン」等、複数の医薬品成分が含まれていた中国製ダイエット
用健康食品の摂取による肝機能障害などが報告 2）されている。これらの健康被害が発
生した原因として、厚生労働省によると、“製品の原材料名表示と実際に含まれてい
る内容物が異なっていたり、製造業者が効果を高めるために故意に医薬品を混入させ
ていたりした場合において、消費者が製品の中身を認識せずに購入して服用した可能
性が高い”、という見解が報告 3）されている。後者の事例のように、標榜した効果を
高めるために、食品である健康食品中に医薬品成分が含まれている製品は「無承認無
許可医薬品」であり 4）、薬事法違反となる。しかし、医薬品「センナ」に関しては、
その瀉下成分であるセンノシド A（SA）及びセンノシド B（SB）が検出されただけ
では薬事法で規制できないという問題点がある。その理由として次の 2 点が挙げられ
る。1 点目は、センナという植物は医薬品として使用される部位と食品として使用さ
れる部位が混在していることである。「センナ」は日本薬局方（以下 JP）に収載され
ている緩下作用を有する生薬 5）で、Cassia angustifolia または Cassia acutifolia の葉（葉
軸を含む）を指し、茎は食品材料 6）として扱われる（Figure 1）。葉の SA・SB 含量よ
りは少ないが、茎にも SA・SB が含まれている。 
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理由の 2 点目は、「センナ」と同じ Cassia 属植物の Cassia alata にも SA・SB が含ま
れているが、C. alata もセンナ茎と同様に食品として扱われるためである。そのため、
健康茶中から SA・SB が検出された場合、現在の薬事法に基づいて製品中に「センナ」
が含有されていることを証明するためには、形態学的にセンナの葉を確認することが
必要不可欠となっている。更に、SA 及び SB の正確な含有量測定値及び両者の含有比
率は、「センナ」が含有されている証拠として重要なデータ 7）8）9）であり、当該製品
が「センナ」由来であるか否かを確定するための有用な裏付けとなっている。 
しかし、市販健康茶の場合、SA・SB が検出されているにもかかわらず、葉が黒色
に変色しているものもあり、外観検査ではセンナの葉と断定できなかった事例がある。
他方、市販健康茶には原材料名にセンナ茎と表示された製品があるが、近年、パッケ
ージにカッシア・アラタ（C. alata）やカッシア・コリンボサ（Cassia corymbosa）の
原材料名表示がある新たな健康茶が増えており、これらの製品中からも SA 及び SB
が検出されている。このようなことから、「センナ」の他に C. alata 及び C. corymbosa
等の形態学的な鑑別が必要となるが、これらの植物は販売されていないため入手が困
難であり、容易に比較鑑定できないのが現状である。また、「センナ末」は「センナ」
と同様に JP に収載されている医薬品 5）であるが、健康茶中に「センナ末」が添加さ
れたと仮定した場合、SA・SB が薬効量含まれていたとしても、葉の形態が確認でき
Figure 1 Explanatory illustration of Senna 
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ない可能性が十分に考えられる。このような理由から、SA・SB を含む市販健康茶が
法規制できないまま市場に出回ることは、健康危機管理上、大いに問題である。日本
医薬品集 10）では、“SA・SB の服用について、特に妊産婦、乳児及び高齢者には注意
を要する”、とされていることから、SA・SB を含んだ健康茶の品質を評価することは
重要と考える。  
以上に述べた健康茶中の医薬品「センナ」とC. alata及びC. corymbosa等、他のCassia
属植物との鑑別及びセンナの部位の鑑別に関する問題点を改善する手段の一つとし
て遺伝子学的検査が考えられるが、センナの葉と茎の識別については難しい。 
そこで本研究では、「センナ」（C. angustifolia）の成分に着目し、C. alata の他、C. 
corymbosa、ケツメイシ（Cassia obtusifolia）及びハブソウ（Cassia occidentalis）など
の市販健康茶の原料に用いられる Cassia 属植物と医薬品「センナ」とを識別するため
の指標成分を探索した。従来、「センナ」や C. alata 等の成分研究についての報告例 11）
12）13）14）はあるが、アントラキノン類似成分が多く、Cassia 属植物の中で「センナ」
特有の成分についての報告例はほとんど見当たらなかった。また、健康茶は香りを向
上させるために焙煎や発酵をはじめとする加工を行うことがあるため、これらの過程
において分解がおこらない成分を探索する必要がある。今回、このような条件を満た
した指標成分を「センナ」及び加工した「センナ」から見出し、更に、これらの指標
成分を用いた HPLC 分析法、すなわち、健康茶に含まれる「センナ」とその他の Cassia
属植物との異同識別及びセンナの葉や茎などの部位を識別すると同時に、瀉下成分で
ある SA 及び SB の定量も可能な一斉分析法を確立するための研究を行った。 
以下、各章（第Ⅰ章から第Ⅳ章）においてこれら研究に関する内容を論じる。 
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第Ⅰ章 健康茶中のセンナの葉が黒色に変色する実態及びその SA・SB
含有量と瀉下作用に関する研究 
 
第 1 節 序論 
 
市販健康茶のうち、センナ茎を原材料とする製品は多く存在する。緒論でも述べた
ように、センナの葉は医薬品であるが茎は食品材料として利用できる 5）6）。しかし、
我々は食品である健康茶から医薬品であるセンナの葉を確認している。また、我々の
市販健康茶の調査結果では、109 製品中 21 製品に SA 及び SB を検出した。これらの
製品は TLC 及び HPLC による成分分析において、JP「センナ」と同様の結果を得て
いる。しかし、21 製品中 8 製品は葉が変色している等、JP「センナ」とは外観上異な
る点があり、センナ葉と断定できなかった。  
センナ葉の変色には様々な原因が考えられる。健康食品製造者によれば、健康茶等
は香りを向上させるために焙煎をはじめとする様々な加工を行うことがある。また、
茶でも烏龍茶、紅茶等の発酵茶では、茶葉の色が生葉と比べて黒～褐色に変化してお
り、健康茶にはこれらを含む製品がある。その他にも原料の保存状況により葉が変色
する可能性が考えられるが、センナ葉の変色に関する報告は見当たらず、また、変色
したセンナ葉の瀉下作用についても報告は無い。そのため、これらの瀉下作用を確認
すると共に、変色したセンナ葉中の瀉下成分である SA・SB の含有量を正確に把握し
ておく必要があると考えられる。従来、我々が健康茶中の SA 及び SB の定量を行う
際には、日本薬局方解説書に記載された「センナ」の HPLC による定量法 4）に準じて
標準溶液を調製している。「センナ」の SA・SB の正確な定量法については、古くか
ら認識されている生薬成分であるため既に確立されているように思われるが、標準溶
液の安定性に関しては、検討の必要性がある。その理由として、これまでに SA・SB
の溶液を測定した際、pH や温度の変化により SA・SB の量が経時的に減少すること
が報告 15）されていることから、SA・SB 標準溶液の安定性については注意を要すると
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考えられる。この点については日本薬局方に記載されておらず、日本薬局方技術情報
16）に“センノシド溶液は分解しやすいため迅速に試験すること”となっている。しか
し、どの程度迅速であれば使用可能であるか明確ではなく、現在の定量法で用いる標
準溶液中 SA 及び SB の経時的な量的変化については具体的に示されていない。一方、
我々は SA・SB 標準溶液について、紫外吸収検出器（UV）での測定波長 366 nm では
検出されない標準品以外のピークが、蛍光検出器（FL）では SA・SB の減少に伴って
経時的に顕著に現れる現象を見いだした。 
以上のことから、加工によりセンナ葉が変色する可能性を検討するために、焙煎茶
のように焙煎加工による影響、あるいは湿気による影響を想定して、JP「センナ」に
焙煎または加湿の加工を施した。これら実験的に作製した加工センナの形態観察や
TLC 分析を行い、加工センナと健康茶に含まれる変色した葉とを比較検討した。また、
加工センナの SA 及び SB の含有量を把握するため、HPLC を用いた SA 及び SB の定
量を行った。しかし、上述したように SA･SB 標準溶液の安定性について危惧された
ため、定量を行うにあたり、SA・SB 標準溶液の安定性について検討した。また、変
色したセンナは瀉下作用を有するか明らかではないことから、加工センナの瀉下作用
を把握するため、マウスを用いて瀉下試験を行った。 
 
第 2 節 センナの加工条件の違いによる葉の特徴及び加工センナと SA・SB が検出さ
れた市販健康茶中の変色した葉との比較 
 
加工センナは大きく 2 種類の加工法で作製した。JP「センナ」を市販のホットプレ
ートで一定時間焙煎したものを焙煎センナ、JP センナに精製水を加え、インキュベー
タで一定時間放置し、乾燥させたものを加湿センナと称した。作製した各条件の詳細
については実験の部に記した。焙煎センナ及び加湿センナの実体顕微鏡による形態観
察結果を FigureⅠ-1 に示した。センナの葉は焙煎することにより、JP センナ（A）の
「くすんだ黄緑（dl-YG）」から、浅煎りセンナ（B）では「くすんだ緑みの黄（dl-gY）」、
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中煎りセンナでは「暗い灰みの赤みを帯びた黄（dg-rY）」に変色した。深煎りセンナ
（C）は「ごく暗い赤みの黄（vd-rY）」に変化したが、焙煎では黒色には至らなかっ
た。また焙煎してもセンナ葉の裏側の毛は脱落しなかった。これらの結果から、局方
センナは焙煎時間の延長と共に葉は暗褐色を帯びた色に変化することが示された。 
他方、加湿センナの葉（D）は加湿温度や加湿時間に関係なくいずれの処理条件で
も「ごく暗い緑（vd-YG）～黒（yg-Bk）」に変色した。また焙煎センナと同様に、葉
の裏側の毛は加湿処理による影響を受けないことが確認された。 
この実験結果を我々が調査した市販健康茶に照らし合わせたところ、SA・SB を検
出した市販健康茶 21 検体中で、浅煎りセンナに外部形態が酷似している製品（E）が
1 検体、加湿センナに酷似している製品（F）が 8 検体確認された。 
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FigureⅠ-1  Changes  of  senna  leaves  color  with  different  processing 
  
Roasted senna were heated with a hot plate at 180℃－190℃. 
Wet senna were treated with 2.5 mL of distilled water for every 1 g of Senna . Next, placed at 5℃, 20℃ and 
40℃ for 6 hours or 20 hours. After treatment, dry the leaves on a hot plate at 80℃. 
The color of the leaves was described by JIS (Japanese Industrial Standards) Z 8102:2001 “ Names of 
non-luminous object colours “ 
The hairs of the abaxial leaves were not influenced by processing. 
A: JP Senna (control)  Leaves color:  dl-YG      B:  Light-roasted senna  Leaves color:  dl-gY 
C:  Dark-roasted senna   Leaves color:  vd-rY    D:  Wet senna  Leaves color:  vd-YG－yg-Bk 
E:  Commercial health tea （Light-roasted senna detected）  Leaves color : dl-gY 
F:  Commercial health tea （Wet senna detected ） Leaves color:  vd-YG－yg-Bk 
20× (Inset  70×) 
B A 
C D 
E F 
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更に、浅煎りセンナに形態が酷似している製品（Ⅰ-1-D）及び加湿センナに酷似し
ている製品（Ⅰ-1-F）と、加工センナとの TLC によるクロマトグラムの検出スポット
の確認を行った。その結果を FigureⅠ-2 に示した。外部形態による推測どおり、浅煎
りセンナに酷似している葉の TLC クロマトグラム（Ⅰ-2-D）は浅煎りセンナのクロマ
トグラム（Ⅰ-2-F）と同様のパターンを示した。 
加湿センナにおいては、加湿加工条件の違いにより、外部形態は同じでも SA 及び
SB 検出状況等が異なることが判明した。今回、加湿センナに酷似している製品の TLC
クロマトグラム（Ⅰ-2-E）は、20℃または 5℃で 6 時間加湿したセンナ（Ⅰ-2-I）と同
様であった。 
 
FigureⅠ-2 TLC chromatograms of commercial samples and processed senna 
 
A  Sennoside A   
B  SennosideB 
C  JP Senna  
D  Commercial health tea（Light-roasted senna detected） 
E  Commercial health tea (Wet senna detected)   
F  Light-roasted senna 
G  Medium-roasted  senna 
H  Dark-roasted  senna 
I  Wet senna（20℃ and 5℃for 6 hour） 
J  Wet senna（40℃ for 6 hour） 
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以上の結果から、センナを加工すると変色することが明らかとなった。市販健康茶
中に含有していた変色センナには大別すると黒色のものと、センナ本来の色が退色し
たものが確認された。これらの形態は、我々が作製した浅煎りセンナ及び加湿センナ
に酷似しており、更に、両者の TLC クロマトグラムにおいても類似性が認められた
が、加湿センナについては、加湿条件によって SA・SB が不検出のものがあるため、
葉の形態だけでなく、SA 及び SB の含量を測定することが重要であると考えられた。 
 
第 3 節 加工センナの SA・SB 含有量の把握及びその瀉下作用 
 
第 1 項 SA・SB 定量のための標準溶液の安定性 
 
従来、我々が健康茶中の SA・SB を定量する際、標準溶液は日本薬局方「センナ」
定量法 5） に基いて、SA 及び SB を 0.1％炭酸水素ナトリウム水溶液で溶解後、メタノ
ールで 10 倍希釈したものを使用していた。この条件で測定した SA・SB 標準溶液の
HPLC クロマトグラムを FigureⅠ-3 に示した。 
 
FigureⅠ-3  HPLC chromatograms of standard solutions of sennosides A and B  
 
(1) 1 hour after preparation,  (2) 1 day after preparation 
UV：366 nm, Fluorescence：Ex: 340 nm, Em: 588 nm 
SA：sennoside A     SB：sennoside B 
Concentration of standard: 5 μg/mL 
Peak X: unknown peak 
Sennosides A and B were each dissolved in 0.1% NaHCO3 and diluted 10 times with methanol. 
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HPLC-UV (366 nm)では、調製１時間後と室温で１日間放置したものと比較してピー
クに大きな変化が無いように見えるが、SA 及び SB の面積値には差がみられ、室温で
１日間放置した場合、SA が 6％、SB が 15％減少した。大住ら 15）は、40℃で 24 時間
放置後、SA が 14％、SB が 9％減少したと報告している。溶媒の種類や温度条件が彼
らの実験条件とは異なっていたため厳密な比較はできないが、我々の実験では SA に
比べて SB の減少率の方が高かった。また、HPLC-FL （Ex: 340 nm, Em: 588 nm）で
は、調製 1 日後において、若干、SB のピークの減少が見られるが、それに加えて SA・
SB 以外の不明ピーク X が出現した。このピーク X は、HPLC-UV では検出されなか
った。測定波長や感度など、分析条件に違いがあるものの、定量の際に SA 及び SB
標準品が分解してピーク面積値が減少することは、定量測定の信頼性に影響を及ぼす
結果となり、標準溶液調製方法の検討の必要があると考えられた。 
そこで、FigureⅠ-3 で示された HPLC-FL クロマトグラム中の不明ピーク X は SA 及
び SB の分解物であると仮定し、その構造を解析することとした。SA 及び SB の分解
に関する研究では、Stoll ら 17）の酸化分解反応をはじめ、Akao らの報告 18）19）20）21）
がある。また、Goppel ら 22）はセンナ抽出液中の SA 及び SB を多波長検出器（DAD）
で測定し、経時的に SA・SB が減少すること、且つそれに伴って増加する物質が存在
することについて報告している。しかし、これらの報告例は、光やその他の酸化因子、
あるいは酵素を含んだ分解反応であり、それらの影響が無い標準溶液中の分解につい
てはこれまでに報告例は見当たらないことから、本研究が初めての試みとなる。まず、
ピーク X について LC-TOF-MS による分析を試みた。FigureⅠ-4(1)に示したように、
アパーチャー電圧 100 V では m/z 445.077 [M-H]-のベースピークが検出されたが、他の
フラグメントイオンが検出され難いため、150 V に上げて測定した。その結果、m/z 
283.023 [M-H-C6H11O5] -、m/z 239.033 [M-H-C6H11O5-CO2] -のフラグメントイオンピーク
が顕著に現れ、更に m/z 211.038 [M-H C6H11O5-CO2-CO] -及び m/z 182.036 
[M-H-C6H11O5-CO2-CO-COH] -のフラグメントイオンピークが見られた（FigureⅠ-4(2））。
センナ含有成分の１つである Rhein の質量数が 284 であることから我々は m/z 283.023
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に着目し、その配糖体である Rhein-8-glucoside（FigureⅠ-5）がピーク X ではないかと
推察し、その標準品を用いて確認実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FigureⅠ-4  LC-TOF-MS spectra of peak X found in Figure Ⅰ-3
 
Spectra (1) and (2) were obtained at aperture voltages of 100 V  
and 150 V, respectively. 
FigureⅠ-5  Chemical structures of sennosides A and B and rhein-8-glucoside 
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その結果、ピーク X の紫外吸収スペクトル（FigureⅠ-6）及び LC-MS 測定における
保持時間とフラグメントイオンピーク（FigureⅠ-7）が、それぞれ標準品と一致したこ
とから、ピーク X は Rhein-8-glucoside（FigureⅠ-5）であると同定した。これらの結果
から、不明ピークXは SA及び SB標準品が溶液中で経時的に単量体に解離された後、
ラジカル反応により酸化され、Rhein-8-glucoside（FigureⅠ-5）となったと推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FigureⅠ-7 LC-MS spectra of peak X and rhein-8-glucoside standard 
      
(1) rhein-8-glucoside standard,  (2) peak X found in FigureⅠ-3 
FigureⅠ-6  UV absorption spectra of peak X, rhein-8-glucoside, sennoside A, 
and sennoside B 
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上述の問題点を解決するため、従来法での SA・SB 標準溶液よりも安定な標準溶液
について検討した。JP「センナ」の定量法 5）でセンノシド標準品の溶解に用いられる
炭酸水素ナトリウム水溶液とメタノール、JP「センナ」TLC 確認方法 5）で標準品の溶
解に用いる THF／水（7:3）混液に各々SA 及び SB 標準品を溶かしたものを 4℃と 37℃
の遮光条件下で保存し、SA と SB の分解後の残存率を経時的に測定した。その結果、
定量法で用いられる溶媒については、SA 及び SB 共に 4℃の方が 37℃より安定だった
（FigureⅠ-8; solvent 1）。他方、確認方法の溶媒では、定量法で用いられる溶媒よりも
SA 及び SB は共に比較的安定であった（FigureⅠ-8; solvent 2）。SA と SB とを比較す
ると、いずれの溶媒においても SB の方が SA よりも不安定であった。 
 
 
 
 
FigureⅠ-8  Time courses of residual ratios of sennosides A and B stored in different 
solvents 
 
Solvent 1: Sennosides A and B were dissolved in 0.1% NaHCO3, and diluted 10 times with 
methanol.  
Solvent 2: Sennosides A and B were dissolved in THF/water (7:3) solution  
Concentration of standard: 45 µg/mL   
Storage temperature was set at 4 ◦C and 37 ◦C, respectively.
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これは SB の 10-10′位が erythro 体（FigureⅠ-5）であることから、10-10′位の H
の電子雲の反発 23）が threo 体の SA に比べて強いと考えられ、その結果、二量体の結
合部位が脆弱になり、10-10′位の H が引き抜かれやすい状態となるため、安定性に
差が生じたものと考えられた。 
以上の結果から、試料を溶解する溶媒とその保存状況によっては SA 及び SB の分
解が進行して、定量値に影響を及ぼす可能性があると考えられた。一般に生薬の「セ
ンナ」には SB の方が多く含有されていることから、分解しやすい SB の影響が大き
いと考えられた。 
次に、溶媒に影響を受けやすかった SB について、炭酸水素ナトリウム水溶液で溶
解した後、5 種類の溶媒で 10 倍に希釈して、FigureⅠ-8 の実験で分解への影響が大き
く認められた 37℃において分解の様子を測定した。なお、センノシド標準品は最初に
炭酸水素ナトリウム水溶液に溶解させないと他の溶媒には溶けにくいことから、この
ような実験プロトコールを設定した。検討に使用した溶媒は、通常、SA・SB 測定に
用いる HPLC 移動相である、0.1％リン酸／アセトニトリル（4:1）23）に加えて、JP「セ
ンナ」の SA 及び SB の定量法で用いる HPLC 移動相で、酢酸緩衝液を含む溶媒を 2
種類、生薬センナの抽出に汎用される 70％メタノール及び類似溶媒として 70％エタ
ノールとした。その結果、FigureⅠ-9 に示したように、0.1％リン酸／アセトニトリル
（4:1）が最も良好な結果が得られた。これは 0.1％リン酸／アセトニトリル中ではセ
ンノシドのカルボキシ基が非解離型（COOH）の状態にあり、酢酸緩衝液の溶媒中で
は解離型（COO－）の状態と推測されるため 22)、これらの基の分子型と解離型の違い
が単量体への開裂に影響を及ぼしていると考えられた。なお、先に述べた TLC 確認
試験で用いる THF／水（7:3）混液を用いた場合も SA 及び SB の安定性は良好であっ
たが(FigureⅠ-8)、37℃での SB の安定性は 0.1%リン酸／アセトニトリル（4:1）の方
がより良好であった。     
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第 2 項 加工センナの SA・SB 含有量と瀉下作用 
 
第 1 項の検討結果を基に、センノシド標準溶液は SA 及び SB を炭酸水素ナトリウ
ム水溶液で溶解した後、0.1%リン酸／アセトニトリル（4:1）で溶解して作製した。
この標準液を用いて HPLC による加工センナの SA 及び SB の定量を行った。  
その結果、焙煎センナにおいて、浅煎りセンナ中の SA は 2.5 mg/g、SB が 3.3 mg/g
であり、JP センナの含有量を 100％として比較した場合、それぞれ 40％及び 54％減
少した。中煎りセンナでは SA・SB 総量が 0.9 mg/g、深煎りセンナでは 0.2 mg/g であ
った（TableⅠ-1）。これらの結果から、焙煎時間の延長と共に JP センナは葉の色の変
化と共に、SA 及び SB の含有量が減少することが明らかになった。 
FigureⅠ-9 Time courses of residual ratios of sennoside B stored in various  
solvents.  
 
●: 0.1% phosphoric acid/acetonitrile (4:1) 
■: acetic acid buffer (pH 5)/methanol (4:1) 
▲: acetic acid buffer (pH 5) 
◆: 70% ethanol 
◇: 70% methanol 
Concentration of standard: 45 µg/mL  
Storage temperature of standard: 37 ◦C 
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加湿センナの SA 及び SB 量については、一般的な発酵茶の製造法 25）26）27）28）を参
考に、センナ葉を発酵茶の様に加湿後乾燥する際の温度条件を 80℃にしているため、
あらかじめこの工程による SA・SB 量の熱分解の影響を検討した。その結果、局方セ
ンナのセンノシド総量を 100％とすると、5 分乾燥で 101±1.0％（n=3）、30 分で 105
±2.9％（n=3）、2 時間で 105±6.2％（n=3）となり、80℃の乾燥ではセンノシド量の
減少はみられなかった。また、センナ葉の色も乾燥により変化しないことが確認され
た。TableⅠ-1 に示したように 40℃で加湿加工したセンナ中の SA 及び SB は加湿時間
に関係なくすべて消失した。他方、20℃で 6 時間及び 20 時間処理では、SA・SB 総量
が各々6.9 mg/g 及び 5.3 mg/g であった。また、5℃で 6 時間及び 20 時間処理では、各々
7.7 mg/g 及び 7.0 mg/g だった。これらの結果から、SA・SB 総量は加湿時間より温度
による影響を強く受けることが明らかとなった。SA・SB 量の変化には、葉に含まれ
る分解酵素による影響が考えられる。茶葉やオリーブ葉を発酵茶にした場合、葉に含
まれる酵素が成分を変化させると報告されている 29）30）。また、一般的に酵素は 45℃
付近まで温度上昇に伴って反応速度が増加することが知られている 31）。今回の結果で
は 40℃において分解酵素の反応速度が高まり、センナ葉の SA・SB が分解された可能
性が考えられた。
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TableⅠ-1  Results of sennoside contents in processed Senna 
 
 
更に、加工センナの瀉下効果を把握するため、Miyazawa らの報告 32）に準じてマウ
スを用いた瀉下試験を行った。SA・SB が残存していた浅煎りセンナ及び 20℃6 時間
加湿加工した加湿センナを摂取したマウスの総糞量は FigureⅠ-10 に示したように、そ
れぞれ 25.2 mg/g 及び 23.5 mg/g で、陰性対照群の約 6～7 倍に増加していた。この結
果は、局方センナ投与群の糞量 25.8 mg/g に近い値であり、また、投与量の多い方が
瀉下作用も強かった。下痢は試料投与 1.5 時間後からみられ、局方センナ投与群と同
様の傾向にあった。他方、SA・SB が含有されていない 40℃加湿センナ投与群の糞量
は 6.7 mg/g で、陰性対照群との間に有意差は認められなかった。 
これらの結果から、加工センナでは糞量及び瀉下開始時間等が JP「センナ」に類似
しており、また、その瀉下作用は加工センナ中に残存する SA 及び SB に影響される
ことが確認された。 
Materials Processing  condition
SA SB Total
Positive control
(JP Senna)
4.2 7.1 11.3
Light 2.5 3.3 5.8
Roasted  Senna Mideum 0.4 0.5 0.9
Dark 0.1 0.1 0.2
40℃  for  6hr N.D. N.D. N.D.
 40℃  for  20hr  N.D. N.D. N.D.
Wet　Senna 20℃  for  6hr 2.5 4.4 6.9
  20℃  for  20hr 1.9 3.4 5.3
  5℃  for   6hr 2.8 4.9 7.7
  5℃  for  20hr 2.6 4.4 7.0
SA: sennoside A
SB: sennoside B
Contents of sennoside  (mg/g)
HPLC condition were as follows: Column: Inertsil ODS-3 (4.0 id×100mm), Mobile phase: 0.1% phosphoric acid
solution / acetonitrile (4:1), Flow rate: 0.8mL/min., Column temp.: 40 ℃ , Inj. Volume:10 µ L, Wavelength
:366nm(UV)
N.D.  < 0.01mg/g
－20－ 
 
上述の瀉下試験結果から、第 2 節で論じた浅煎りセンナに形態が酷似している製品
1 検体、加湿センナに酷似している製品 8 検体についても SA・SB 含量を測定し、更
に、HPLC クロマトグラムの比較も行った。その結果、TableⅠ-2 に示したように、浅
煎りセンナの葉の色及び形態が一致した製品では、SA 及び SB 量が 1 包中に 9.0 mg
も含まれており、瀉下作用を有すると考えられた。また、HPLC クロマトグラムの結
果からも浅煎りセンナにクロマトグラムのパターンが類似していると考えられた。
（FigureⅠ-11-D）。他方、加湿センナの葉の色及び形態が一致した 8 製品では、1 包中
の SA 及び SB の含有量に差異がみられ、多いもので 1 包中 7.6 mg、少ないもので 1.4 
mg であった。このような状況は、加湿条件あるいは保存条件の違いにより形態は同
じであるが SA・SB 量が変化していると考えられた。HPLC クロマトグラムについて
は、加湿センナ（FigureⅠ-11- G, H）のクロマトグラムのパターンとほぼ一致した。 
FigureⅠ-10  The results of catharsis test using mice with processed Senna  
 
Catharsis test was performed on 3 male mice / 1 group as reference Miyazawa et. al. 32). 
High Dose : 2 g / 20 mL/kg,  Low Dose: 1 g / 20 mL/kg 
(  )： Total contents of  SA and SB 
N.D.： < 0.01 mg/g 
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TableⅠ-2  Results  of  sennoside  contents  and  detected  part  of  prosessed  Senna    
in commercial  samples 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Contents　of　sennoside（mg/bag） Detected  part  of  senna
SA SB Total
4.3 4.7 9.0  Light-roasted Senna
2.3 5.3 7.6
2.1 3.6 5.7
0.5 0.9 1.4
2.0 5.2 7.2
1.0 2.1 3.1 Wet senna
1.9 2.8 4.7
0.8 1.5 2.3
1.0 1.6 2.6
SA: SennosideA
SB: SennosideB
－22－ 
 
FigureⅠ-11  HPLC chromatograms of commercial samples and processed senna   
 
A  JP  Senna     
B  Commercial health tea （Light-roasted senna detected） 
C  Commercial health tea (Wet senna detected)  
D  L ight-roasted senna   E  Medeum-roasted senna    F  Dark-roasted senna 
G  Wet senna （5 ℃for 6 hour）  H  Wet senna （20℃ for 20 hour） 
I   Wet senna （40℃ for 20 hour） 
SA：sennnoside A 
SB：sennnoside B 
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第 4 節 小括 
 
市販健康茶中 SA・SB が検出されているのにもかかわらず、センナの葉が変色して
いるためにセンナの鑑別ができない実態から、製品中に加工センナが含まれていると
想定し、我々が実験的に JP「センナ」に焙煎及び加湿の加工をして検討した。加工セ
ンナとの形態比較、TLC 及び HPLC による SA・SB 分析結果から、変色していた葉は
センナ葉に由来する可能性が極めて高いことが推測された。製品中に含有していた変
色センナには大別すると葉の色が黒色のものと、センナ葉本来の色が退色したものと
がみられた。これらの色の変化は「センナ」を加工したことに起因すると考えられた。
市販の健康茶には、焙煎センナよりも加湿センナの葉を含む製品の方が多くみられた。 
焙煎センナは、焙煎時間によりセンナ葉本来の色が退色し、それに伴い SA・SB 含
有量も減少した。他方、加湿センナについては、いずれの加湿条件でも葉の色が黒く
なったが、SA・SB 量は加工条件によって差がみられたため、葉の色や形態だけでは
健康茶のセンノシドによる瀉下作用についての評価が困難であると考えられた。また、
加工センナの瀉下作用については、マウスによる実験結果から SA 及び SB が多く残
存しているものに作用が認められたことから、これら健康茶の SA 及び SB の含有量
を正確に定量する必要があると考えられた。 
SA 及び SB の定量をするために重要となる標準溶液の安定性について検討した結
果、JP「センナ」の定量法でセンノシド標準品の溶解に用いられる炭酸水素ナトリウ
ム水溶液とメタノールで作製した場合、37℃では 1 日で分解物が生成されることが分
かった。分解物は構造解析の結果、アントラキノンである Rhein-8-glucoside と推定さ
れた。更に、我々の検討結果から、通常の方法で作製した標準溶液よりも炭酸水素ナ
トリウム水溶液で溶解後、0.1%リン酸／アセトニトリル（4:1）で作製した方がより
安定だった。この安定性の高い標準溶液を用いて、形態学的に加工センナが検出され
た市販健康茶中の SA 及び SB の定量を行った結果、SA 及び SB を薬用量含むものが
あった。 
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以上の結果から、市販健康茶には加工センナが使用されている可能性が十分にあり、
これらの服用による下痢等の健康被害を未然に防ぐためには形態学的な判別では不
十分であることから、SA・SB をはじめとした「センナ」由来の特異的な指標成分を
探索することが必要であると考えられた。 
 
－25－ 
第Ⅱ章 健康茶中の「センナ」と他の Cassia 属植物とを異同識別するた
めの指標成分に関する研究（1） 
【固相抽出法を用いた「センナ」指標成分の探索】 
 
第 1 節 序論 
 
近年、健康茶の中には、第Ⅰ章で述べた変色したセンナが含まれている事例の他に、
原材料として「センナ」と同じ Cassia 属植物のカッシア・アラタ（C. alata）やカッ
シア・コリンボサ（C. corymbosa）の表記がある健康茶が増えている。市販健康茶に
用いられるその他の Cassia 属植物としてはケツメイシ（Cassia obtusifolia）やハブソ
ウ（C. occidentalis）が挙げられるが、これら植物中に SA 及び SB が含まれるという
報告はない。しかし、医薬品ではない C. alata からセンナと同等の SA 及び SB が検出
されたという報告があるため 33）注意を要する。このことから、「センナ」、C. alata 及
び C. corymbosa の形態学的な鑑別が必要となる 33）34）が、これら植物は販売されてい
ないため入手が困難であり、容易に比較鑑定できないのが現状である。 
これらの問題から、健康茶のパッケージに表記されている Cassia 属植物の原材料
表記と内容物が一致しているか否かを調べる手段を確立するため、「センナ」と他の
Cassia 属植物との識別を目的とした指標成分を探索することを試みた。第Ⅰ章での結
果、市販健康茶には加湿センナを含む場合が多いことから、加湿加工したセンナ及び
JP「センナ」を使用した。また、成分による識別と同時に SA 及び SB の HPLC によ
る定量を行うことが目的のため、我々が通常用いている固相カートリッジで精製した
「センナ」抽出液について検討した。更に、その識別成分が他の Cassia 属植物に含ま
れるかどうか HPLC により検討した。 
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第 2 節 加湿加工しても分解されない「センナ」成分の構造解析 
 
センナ及び加工センナ抽出液の HPLC クロマトグラムを FigureⅡ-1 に示した。セン
ナの検出成分のうち主成分である SA 及び SB は、20℃で 20 時間、加湿加工すること
により減少した（FigureⅡ-1-(2)）。更に 40℃で 20 時間加湿加工すると SA 及び SB は
消失した（FigureⅡ-1-(3)）。しかし、「センナ」由来の成分である未知ピーク Y は加工
条件に関係なく、分解せずに残存していた。このように Y は加湿や加熱により分解し
ないことから、加熱加工されたセンナが健康茶中に含まれていても検出可能であり、
センナ由来か否か推定する成分として有用であると考えられた。 
 
 
 
未知ピーク Y について LC-TOF-MS で分析したところ、FigureⅡ-2-(1)に示したよう
に、アパーチャー電圧 100 V では m/z 479.083 [M-H]- のベースピークが検出され、糖
FigureⅡ-1  HPLC chromatograms of senna extracts
 
(1) JP senna(Cassia angustifolia)   (2) processed senna * (20 °C, 20 hours) 
(3) processed senna *(40 °C, 20 hours) 
 
*Processed senna was prepared according to the method of Takahashi et al. as follows. First, 1g of 
senna leaves was treated with 2.5 mL of distilled water. Then, the leaves were left to stand at 
20 °C and 40 °C for 20 hours. After treatment, the leaves were dried on a hot plate at 80 °C.  
UV：366 nm 
SA：sennoside A, SB：sennoside B, Peak Y: unknown peak 
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が脱離した m/z 299.020 [M-H-C6H11O5-OH]及び脱炭酸した m/z 255.029 
[M-H-C6H11O5-OH-CO2]のフラグメントピークも検出された。更に、アパーチャー電圧
を 150V に上げて測定した結果、2 箇所脱炭酸した m/z 211.037 
[M-H-C6H11O5-OH-CO2-CO2]のフラグメントイオンピークが現れた（FigureⅡ-2-(2)）。 
 
 
  
 
FigureⅡ-2  LC-TOF-MS spectra of peak Y in FigureⅡ-1
 
Spectra (1) and (2) were obtained at aperture voltages of 100 V and 150 V, respectively.  
FigureⅡ-3  Chemical structure of cassiaphenone B-2-glucoside (Peak Y in FigureⅡ-1) 
－28－ 
Terreaux ら 13）はセンナ中の成分を構造決定しており、その中で 4',6'-Dicarboxy-2',6- 
dihydroxy-2-β-glucopyranosyloxy-benzophenone (cassiaphenone B-2-glucoside)を単離し
ている。その LC-MS データによれば m/z 479.5[M-H] -、299.4、255.5、211.4 と報告さ
れており、我々が測定した精密質量と一致した。更に我々は、このピーク Y の成分を
単離し、重水に溶解して 1H 及び 13C-NMR 測定をした。その結果を TableⅡ-1 及び Table
Ⅱ-2 に示した。13C-NMR においては、4'及び 6'位の C 及びこれらに結合している-COOH
基のケミカルシフトに文献値との誤差が生じた（TableⅡ-2）。この原因として、NMR
測定時の条件による溶解時の-COOH 基の解離状態の違いが考えられた。しかし、そ
れ以外の値については、Terreaux ら 13）の文献値と一致した。これらの結果から、ピー
ク Y は cassiaphenone B-2-glucoside（FigureⅡ-3）と同定された。 
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TableⅡ-1  1H-NMR chemical shifts of cassiaphenone B-2-glucoside 
 
 
 
  
Solvent: D2O 
*13) Terreaux et al., Planta Med., 68, 349-354（2002）． 
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TableⅡ-2   13C-NMR chemical shifts of cassiaphenone B-2-glucoside 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Solvent: D2O 
＊1 13) Terreaux et al., Planta Med., 68, 349-354（2002）． 
＊2 Interchangeable values 
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第 3 節 健康茶に用いられる Cassia 属植物中の指標成分（cassiaphenone 
B-2-glucoside）の有無 
 
第 2 節の結果から、センナ及び加湿センナから検出された cassiaphenone 
B-2-glucoside（CP-Glc）が、C. corymbosa やハブソウなど、市販の健康茶に使われて
いる Cassia 属植物に普遍的に含まれているか否か HPLC で確認した。その結果、Table
Ⅱ-3 に示したように、ケツメイシ、ハブソウ、C. corymbosa にはこの成分は含まれて
いなかった。しかし、今回の実験で C. alata には同様に含まれていることがわかった。
また、センナ茎についても成分分析した結果、CP-Glc が含まれていることが分かった。
C. alata及びセンナ茎中のCP-Glc、SA及び SBの含量はセンナ葉より少なかった（Table 
Ⅱ-3）。 
 
 
TableⅡ-3   Detection of cassiaphenone B-2-glucoside and sennosides in Cassia plants (control) 
 
 
Cassiaphenone B-2-glucoside は、「センナ」と C. alata に含まれており、両者の識別
についてはさらなる科学的な検討が必要である。しかし、その他の健康茶に用いられ
る Cassia 属植物については、この成分が含まれていないため、これらの植物と「セン
Plant Components
SA SB CP-Glc
JP Senna (Cassia angustifolia ) + + +
Processed senna (Cassia angustifolia ) + + +
Cassia alata + + +
Cassia corymbosa - - -
Cassia occidentalis - - -
Cassia obtusifolia - - -
Senna stem (Cassia angustifolia ) + + +
+: detected,  －: not detected
SA: Sennoside A,  SB: Sennoside B
CP-Glc: Cassiaphenone B-2-glucoside
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ナ」や C. alata との識別の指標として有用であることが明らかとなった。更に、市販
健康茶において CP-Glc を指標成分とした原材料表示の適合性について検討した。そ
の結果、C. alata の表記のある 3 検体はすべて CP-Glc が検出された（FigureⅡ-4）。C. 
obtusifolia、C. occidentalis などが表記されている 8 検体中 3 検体、また C. corymbosa
と表記された 1 検体から CP-Glc が検出された（FigureⅡ-4）。更に、Cassia 属植物の表
記が無い 10 検体中 2 検体からも CP-Glc が検出された（FigureⅡ-4）。 
検出された検体中の CP-Glc、SA 及び SB の含量を TableⅡ-4 に示した。CP-Glc の含
量が高値の検体で 1 包当たり 36.1 mg 含まれており、センナ約 1 g 分の含量に相当す
る値であった。しかし、それに対し SA 及び SB の含量はセンナ 1 g 分の含量より少な
かった。このように、各コントロールの CP-Glc 含量に対する SA・SB 量（TableⅡ-3）
と今回試験した検体中の各含量（TableⅡ-4）を比較した場合、両者に一定の規則性は
みられなかった。この原因として、SA 及び SB は加湿や加熱の加工により分解するが、
CP-Glc は難分解性で残存することが挙げられ、これら検体中には加工センナあるいは
加工 C. alata が含まれている可能性が高いと考えられた。 
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また、コントロールの C. obtusifolia、 C. occidentalis 及び C. corymbosa からは CP-Glc
が検出されておらず（FigureⅡ-3）、パッケージの表記から本来はこの成分が含まれな
いと判断できる。しかし、これら植物名表記のある健康茶から CP-Glc が検出された
ことから、センナあるいは C. alata が含まれている可能性があると考えられ、本製品
が表示違反である疑いが本研究結果から推察された。 
 
 
FigureⅡ-4  HPLC chromatograms of commercial products
 
(1) Commercial health tea that indicated “containing Cassia alata” on the package label 
(2) Commercial health tea that indicated “containing Cassia obtusifolia and Cassia occidentalis” on the 
package label 
(3) Commercial health tea that indicated “containing Cassia obtusifolia and Cassia occidentalis” on the 
package label 
(4) Commercial health tea that indicated “containing Cassia corymbosa” on the package label 
(5) Commercial health tea that did not indicate containing Cassia plants on the package label  
(6) Commercial health tea that did not indicate containing Cassia plants on the package label  
N.D. : Not detected   Detection limit of CP-Glc: < 1 µg/mL 
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TableⅡ-4   Amounts of cassiaphenone B-2-glucoside and sennosides in samples of commercial 
 health tea products positive for cassiaphenone B-2-glucoside 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sample                                       Amount　(mg/tea bag)
Cassiaphenone B-2-glucoside SA SB
A-1 3 36.1 1.7 3.6
A-2 3 23.3 1.0 2.1
A-3 2 9.6 0.7 1.2
A-4 7 N.D. N.D. N.D.
A-5 4 N.D. N.D. N.D.
A-6 5 N.D. N.D. N.D.
A-7 5 N.D. N.D. N.D.
A-8 2 N.D. N.D. N.D.
B-1 3 14.5 1.1 2.2
B-2 2.5 18.7 1.0 1.6
B-3 4 24.1 0.8 1.4
C-1 3 31.1 2.4 4.6
D-1 3 36.1 2.0 5.2
D-2 3 24.1 1.2 1.3
D-3 5 N.D. N.D. N.D.
D-4 3 N.D. N.D. N.D.
D-5 2 N.D. N.D. N.D.
D-6 5 N.D. N.D. N.D.
D-7 5 N.D. N.D. N.D.
D-8 3 N.D. N.D. N.D.
D-9 1.5 N.D. N.D. N.D.
D-10 5 N.D. N.D. N.D.
Weight (g) /
1 pack
N.D. : Not detected   Detection limit: < 1 µg/mL
A: Commercial health tea that indicated “containing Cassia obtusifolia and Cassia occidentalis”  
B: Commercial health tea that indicated “containing Cassia alata”  
C: Commercial health tea that indicated “containing Cassia corymbosa”  
D: Commercial health tea that did not indicate containing Cassia plants 
－35－ 
第 4 節 小括 
  
健康茶中の「センナ」と他の Cassia 属植物を識別し、市販健康茶の原材料表示の
適合性を確認するため、固相カートリッジで処理したセンナ抽出液から指標成分を探
索した。その結果、センナを加湿加工しても分解されない 1 成分を見出した。この成
分を単離し、構造解析を行った結果、cassiaphenone B-2-glucoside（CP-Glc）であるこ
とがわかった。この成分は C. alata に含まれており、センナとの識別ついてはさらな
る検討が必要であるが、それ以外のケツメイシ、ハブソウ及び C.corymbosa など市販
の健康茶に用いられる Cassia 属植物には含まれていなかった。市販健康茶で CP-Glc
を指標として実際に検査した結果、パッケージ中の原材料表示には記載が無かった
「センナ」あるいは C. alata が含有されていた可能性がある検体を見つけることがで
きた。また、この成分は加湿や加熱をしても検出可能なため、加工した植物片が多く
含まれる市販健康茶において、原材料として使われている Cassia 属植物の推定に有用
であると考えられた。 
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第Ⅲ章 健康茶中の「センナ」と他の Cassia 属植物とを異同識別するた
めの指標成分に関する研究（2） 
【固相抽出法を用いない「センナ」指標成分の探索】 
 
第 1 節 序論 
  
第Ⅱ章より、健康茶中のセンナと他の Cassia 属植物の鑑別及びセンナの部位の鑑
別に関する問題点を改善するため、我々はセンナ葉の成分に注目し、センナ葉の固相
抽出液中に見出した、センナ葉を加工しても分解されない cassiaphenone B-2-glucoside
（CP-Glc）が指標成分となり得るか否か検討した。この成分は C. corymbosa、ケツメ
イシ、ハブソウには含まれていなかったが、C. alata 及びセンナ茎には含まれており、
センナと C. alata 及びセンナ茎の含有成分による判別は困難であった。 
そこで第Ⅲ章は、第Ⅱ章で用いた固相抽出法では、センナ葉特有の成分が固相に吸
着されていた可能性が考えられるため、固相抽出を行わずに指標成分を探求した。そ
の結果、有用と思われる 2 成分を見つけ、これらの構造解析を行った。更に、これら
2 成分が他の Cassia 属植物に含まれるかどうか HPLC により確認した。 
 
第 2 節 加湿加工しても分解されない「センナ」成分 2 物質の検出とこれらの構造解
析 
  
「センナ」を 70％メタノール溶液で抽出し、精製せずに従来の SA 及び SB 定量法
で分析を行ったところ、FigureⅢ-1 に示したように、CP-Glc の他に「センナ」の成分 E
及び Z の 2 成分が検出された。成分 E 及び Z は「センナ」抽出液から各々HPLC によ
り分離し、移動相の酸を取り除き、難波らの方法 35）を参考にして効率よく単離した。  
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成分 E については LC-MS で分析したところ、ESI ポジティブで m/z 641 [M+H]+ の
ベースピークが検出され、1 分子の糖が脱離した m/z 479、更にもう 1 分子の糖が脱離
した m/z 317 のフラグメントピークも検出された（FigureⅢ-2-(1)）。Terreaux ら 13）はセ
ンナ中の成分について報告しており、その中で構造決定はしていないが質量数が同じ
640 の Isorhamunetin-diglucoside を挙げていた。UV 吸収波形及び最大吸収波長（Figure
Ⅲ-2-(2)）は Isorhamunetin -3-O-glucoside 市販標準品のライブラリデータ（Chromadex
社）と酷似していた。更にこの成分を重メタノールに溶解して 1H 及び 13C-NMR 測定
をした。その結果を TableⅢ-1 に示した。1H 及び 13C-NMR においてのケミカルシフト
は Kodama ら 36） 37）の Isorhamunetin -3-O-glucoside の 13C-NMR 結果と同様で、HMBC
から 3′と-OMe に相関が認められたことから、フラボノイドである Isorhamunetin の骨
格を持っていることが明らかとなった。更に HMBC から 1″と 3、6″と 1‴に相関が認
められ、Isorhamunetin の 3 位にグルコースが 2 分子繋がっていることがわかった。ま
た糖の部分について Moriyama ら 12）は Isorhamunetin の 3′の位置に-OMe がない骨格の
FigureⅢ-1  HPLC chromatograms of senna extract without sample cleanup with 
conventional method   
 
Column: Inertsil ODS-3 (4.0 mm i.d.×100 mm, 3 µm)   
Mobile phase: 0.1% phosphoric acid/ acetonitrile (80:20)  
Injection volume: 10 µL, Flow rate: 0.8 mL/min., Column temp.: 40 ◦C 
Detection: UV: 366 nm 
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ケンフェロール 3-O-gentiobioside の結果を報告している。これらの報告とケミカルシ
フトが酷似していることから、ピーク E は Isorhamunetin-3-O-gentiobioside（以下 IR-Gtb）
と同定された（FigureⅢ-2-(3)）。  
 
 
 
FigureⅢ-2  LC-MS and UV absorption spectra and chemical structure of  
Isorhamnetin-3-O-gentiobioside (peak E in FigureⅢ-1)  
 
(1) LC-MS spectrum  
(2) UV absorption spectrum 
(3) Chemical structure 
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TableⅢ-1  1H and 13C-NMR chemical shifts of Isorhamnetin-3-O-gentiobioside 
（Peak E in FigureⅢ-1)  
* Protons correlated with carbons on position number 
 
成分 Z についても LC-MS で分析したところ、ESI ポジティブで m/z 409 [M+H]+ のベ
ースピークが検出され、糖が 1' で脱離した m/z 247 更にアグリコンである m/z 229 の
フラグメントピークも検出された（FigureⅢ-3-(1)）。Terreaux ら 13）の報告から
Tinevellin-glucoside の特徴的な UV 吸収波形と酷似しており（FigureⅢ-3-(2)）、MS デ
              Measured value  (ppm)  
Position δH δC
2 158.5
3 135.5
4 179.4
4a 104.5
5 163.1
6 6.21 d (J =2.1 Hz) 99.9 5, 7
7 166.0
8 6.41 d (J =2.1 Hz) 94.9 4a, 7
8a 158.5
1′ 123.8
2′ 8.10 d (J =2.2 Hz) 114.6
3′ 148.5
4′ 150.9
5′ 6.90 d (J =8.6 Hz) 116.2 1′
6′ 7.64 dd (J =8.6, 2.2 Hz) 123.0
1″ 5.38 d (J =7.6 Hz) 103.9 3'''''
2″ 76.0
3″ 78.0
4″ 71.3
5″ 77.7
6″
3.69 d (J =1.7 Hz)
4.01 d (J =1.7 Hz)
69.4
1‴ 4.15 d (J =7.9 Hz) 104.5 6″
2‴ 75.0
3‴ 78.0
4‴ 71.4
5‴ 2.94 ddd (J =9.5, 5.6, 2.3 Hz)
6‴ 62.6
CH3O 3.94 s 56.0 3′
HMBC
correlations*
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ータも m/z 409 [M+H]+、m/z 229 が認められている。この成分を DMSO (d6)に溶解して
1H 及び 13C-NMR 測定をした。その結果、TableⅢ-2 に示したように、1H 及び 13C-NMR
においてのケミカルシフトは Lemli ら 38）の Tinnevellin-glucoside の NMR 結果と一致
したことから、ピーク Z は Tinnevellin-glucoside（以下 TiV-Glc）と同定された（Figure
Ⅲ-3-(3)）。 
 
 
 
FigureⅢ-3  LC-MS and UV absorption spectra and chemical structure of  
Tinnevellin-glucoside (peak Z in FigureⅢ-1)  
 
(1) LC-MS spectrum  
(2) UV absorption spectrum 
(3) Chemical structure 
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TableⅢ-2  1H  and  13C-NMR chemical shifts of Tinnevellin-glucoside 
（Peak Z in FigureⅢ-1) 
Solvent: DMSO（d6） 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
Position δH δC
1 157.3
6 156.5
8 151.7
4a 136.7
3 133.8
2 122.8
4 7.05 s 118.8
5 6.92 d (J =2.0 Hz) 102.9
7 6.69 d (J =2.0 Hz) 97.9
8a 108.6
1' 5.01 d (J =7.2 Hz) 100.2
2' 77
3' 76.5
4' 73.2
5' 69.7
6' 60.7
CH3O 4.01 56.4
CH3CO 2.52 32.1
CH3 2.23 s 19.4
COCH3 204.7
OH 9.7
Measured value  (ppm)
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第 3 節 健康茶中「センナ」と他の Cassia 属植物を識別するための指標成分
(Isorhamnetin-3-O-gentiobioside 及び Tinnevellin-glucoside)の有用性 
 
センナ葉抽出液から検出された IR-Gtb（FigureⅢ-2-(3)）及び TiV-Glc（FigureⅢ-3-(3)）
が健康茶に用いられる他の Cassia 属植物にも含まれているか否かを、HPLC 法で確認
することとした。HPLC 法については、従来我々が用いている SA 及び SB の分析法
で行った。本法を用いてセンナ葉や加工センナ、その他各 Cassia 属植物を分析した。
その結果、TableⅢ-3 で示すようにセンナ葉中には SA・SB、CP-Glc、IR-Gtb 及び TiV-Glc
の 5 成分がすべて検出された。 加工センナからは SA・SB の他、今回構造決定した
IR-Gtb 及び TiV-Glc の 2 成分も検出されたことから（TableⅢ-3）、センナを加工しても
残存することが分かり、SA 及び SB の濃度にばらつきがあっても、「センナ」（C. 
angustifolia）の葉由来か否か確認できることが可能と考えられた。C. alata からは SA、
SB 及び CP-Glc は検出されたが、IR-Gtb 及び TiV-Glc は検出されなかった（TableⅢ-3）。
それ以外の Cassia 属植物には TableⅢ-3 に示すように、これら 5 成分は含まれていな
かった。なお、医薬品である「センナ」には、原植物として C. angustifolia の他に C. 
acutifolia も該当するが 5）、C. acutifolia からは SB 及び TiV-Glc が検出されないという
報告 38）があることから、両者の識別は可能であると考えられた。 
これらの結果から、IR-Gtb 及び TiV-Glc は健康茶中の「センナ」（C. angustifolia）特
有の成分であり、他の Cassia 属植物との識別が可能な指標成分であることが明らかと
なった。 
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TableⅢ-3  Detection of indicator components and sennosides in Cassia plants (control) 
 
 
 
第 4 節 小括 
 
 健康茶中の「センナ」と他の Cassia 属植物との識別のための指標成分を探索する
ため、固相抽出をしないセンナ抽出液について検討した。その結果、健康茶に使用さ
れる Cassia 属植物の C. alata、C. corymbosa、ハブソウ及びケツメイシには含まれてお
らず、「センナ」（C. angustiforia）に特有な 2 成分を見出だした。これら 2 成分の化学
構造を解析した結果、Isorhamnetin-3-O-gentiobioside 及び Tinnevellin-glucoside である
ことが分かった。また、これらの 2 成分は加工センナ中からも検出されたことから、
加湿や加熱をしても分解せず検出可能なため、市販健康茶に使われている Cassia 属植
物の推定に有用であると考えられた。これらの結果から、SA・SB に加えて、これら
2 成分及び第Ⅱ章で見出した CP-Glc を指標として用いることにより、健康茶中の「セ
ンナ」と他の Cassia 属植物との識別が可能と考えられた。 
 
Plant                             Components
SA SB CP-Glc IR-Gtb TiV-Glc
JP Senna (Cassia angustifolia ) + + + + +
Processed senna (Cassia angustifolia ) + + + + +
Cassia alata + + + - -
Cassia corymbosa - - - - -
Cassia occidentalis - - - - -
Cassia obtusifolia - - - - -
Senna stem (Cassia angustifolia ) + + + + +
+: detected,  －: not detected
SA: Sennoside A,  SB: Sennoside B
CP-Glc: Cassiaphenone B-2-glucoside
IR-Gtb: Isorhamnetin-3-O-gentiobioside
TiV-Glc: Tinnevellin -glucoside
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第Ⅳ章 健康茶中「センナ」を異同識別するための指標成分を用いた「セ
ンナ」識別分析法の確立に関する研究 
 
第 1 節 序論 
 
我々が採用している「センナ」中の SA・SB の定量分析法 24）（従来法）は、「セン
ナ」を異同識別するための指標成分の分析まで考慮されてないため、SB、CP-Glc、指
標成分である IR-Gtb の分離が悪く、主成分である SB の正しい定量が難しいと考えら
れた（第Ⅲ章；FigureⅢ-1）。また、JP に掲載されている「センナ」中の SA・SB 定量
法 5）も SA 及び SB の定量が目的であるため、それ以外の指標成分の分離状況につい
ては確認する必要があると考えられた。他方、健康茶中の成分分析法についての報告
はあるが 40）41）、試料溶液を精製するなどの工程があるため、SA・SB 以外の指標成分
の吸着等がおこる可能性が予測された。 
そこで、本研究では健康茶の 70％メタノール抽出液を固相カートリッジで精製せず
に使用し、JP 分析法での各成分の分離状況の確認をするとともに、「センナ」指標成
分及び SA・SB の計 5 成分の分離が可能な HPLC 分析法構築を試みた。更に、この方
法が市販健康茶に有用であるか否かの検討を実際の検体を用いて行った。 
 
第 2 節 HPLC による指標成分、SA、SB の分離条件及び定量性の検討 
 
 序論に論じたように、「センナ」等の抽出液については固相抽出すると、IR-Gtb 及
び TiV-Glc が HPLC 上で検出されないため、固相抽出しない抽出液を用いて JP 分析法
での SA・SB 及び指標成分の分離状況を確認した。Figure Ⅳ-1 に示したように、移
動相に酢酸緩衝液を使用し、臭化テトラ-n-へプチルアンモニウムを添加する JP 分析
法では、IR-Gtb が他の成分と分離が困難であった。他方、我々が採用している従来法
は、移動相に 0.1％リン酸／アセトニトリル（80：20）を用いたアイソクラティック
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溶出法であるが、この分析法も各成分の分離は困難であった（第Ⅲ章）。しかし、各
成分の溶出時間や分離状況などを考えて、移動相は従来法の組成を参考にして、新た
に分離の良い分析方法を構築することとした。 
 
 
 
新たな分析法を構築するにあたり、HPLC 条件として、分離改善を目的としてカラ
ム長を従来法よりも長いものに変更し、また、質量分析にも対応できるように移動相
はリン酸からギ酸に変更した。移動相の組成については、0.1％ギ酸水溶液／0.1％ギ
酸アセトニトリル溶液（82：18）から（50：50）まで 3 ステップで変化させるグラジ
エント溶出法を検討した（TableⅣ-1）。検討の結果、Figure Ⅳ-2 に示したように、セ
ンナ特有の指標成分 IR-Gtb 及び TiV-Glc を含む 5 成分が 20 分以内で検出され、かつ、
SA、SB 及び他のピークとの相互分離も良好なクロマトグラムが得られた。 
 
FigureⅣ-1  Conventional method using the isocratic elution technique （JP method） 
 
Column: Inertsil ODS-3 (4.6 mm i.d.×150 mm, 5 µm)   
Mobile phase: A (CH3CN), B (acetate buffer that was adjusted to pH 5.0 with glacial 
acetic acid and 100 mM sodium acetate) A/B=8/17 (v/v) and 1 L of the 
mixture dissolved in 2.45 g of tetra-n-heptylammonium bromide  
Injection volume: 10 µL, Flow rate: 0.8 mL/min., Column temp.: 50 ◦C 
Detection: UV: 340 nm 
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TableⅣ-1  The analytical method developed using HPLC of Cassia plant extracts 
 
Equipment         Waters Alliance 2695 
Column           Inertsil ODS-3 HP (4.6 mm i.d.×150 mm, 3 µm) 
Mobile phase        A: 0.1% formic acid in water / B: 0.1% formic acid in acetonitrile 
A/B=82:18 (0-1 min. hold)- 81:19 (1-7.5 min. hold)- 70:30 (7.5-16 min.)- 
50:50 (16-19 min.)- 82:18 (20-23 min. hold) 
Injection volume      5 μL 
Flow rate          0.6 mL/min 
Column temp.       40 ◦C 
Detection          UV: 366 nm 
 
 
 
 
 
 
 
FigureⅣ-2  HPLC chromatogram of senna (C. angustifolia) extracts using the developed 
analytical method  
 
Column: Inertsil ODS-3 HP (150 mm x 4.6 mm i.d. , 3 µm)  
Mobile phase: A; 0.1％ formic acid in water / B: 0.1％ formic acid in acetonitrile 
A/B=82:18 (0-1 min. hold)- 81:19 (1-7.5 min. hold)- 70:30 (7.5-16 min.)- 
50:50 (16-19 min.)- 82:18 (20-23 min. hold)   
Flow rate: 0.6 mL/min., Column temp.: 40 ◦C, Detection: UV:366 nm 
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更に、本分析法での各成分の分離状態、定量性について検討した。本分析法による
センナ葉抽出液のクロマトグラム（FigureⅣ-2）において、各成分ピークの隣接ピー
クとの分離度を求めた結果、CP-Glc とその直前のピークとの分離度は 1.6、SB とその
直前のピークでは 1.8、また IR-Gtb とその直前の SB のピークでは 1.6 と、いずれも
ベースライン分離の指標となる分離度 1.5 を上回っており、分離の改善が確認された。 
また、SA 及び SB の他、指標成分 3 成分についての定量性について検討した。SA
及び SB の検量線について、検量線範囲は共に 2.5-100 ppm （検出限界＝1 ppm）、添
加回収率は SA が 95.5％（添加濃度 3 ppm ，n＝5）、SB が 97.6％（添加濃度 3 ppm，
n＝5）であった。CP-Glc の検量線範囲は 2-100 ppm（検出限界＝0.7 ppm）、添加回収
率は 99.8％（添加濃度 2 ppm，n＝5）であった。IR-Gtb の検量線範囲は 1.5-700 ppm
（検出限界＝0.7 ppm）、添加回収率は 99.2％（添加濃度 2 ppm，n＝5）であった。TiV-Glc
の検量線範囲1.5-200 ppm（検出限界＝0.7 ppm）、添加回収率は101.4％（添加濃度2ppm，
n＝5）であった。これらの結果から、本分析法で上記指標成分の定性及び定量が可能
であると考えられた。 
 
 
第 3 節 健康茶中「センナ」識別分析法の有用性 
 
第 2 節において構築した分析法を用いて、「センナ」や加工センナ、その他市販健
康茶に用いられる Cassia 属植物中の SA・SB 等、各指標成分の定量を行った。その結
果、TableⅣ-2 で示すように、センナの葉（FigureⅣ-3-(1)）中には SA（5.4 mg/g）及
び SB（9.4 mg/g）の他、CP-Glc（7.9 mg/g）、IR-Gtb（13.4 mg/g）及び TiV-Glc（3.8 mg/g）
の 5 成分がすべて検出された。 加工センナ（FigureⅣ-3-(2)）からは SA・SB の他、
今回構造決定した IR-Gtb 及び TiV-Glc の 2 成分も検出されたことから（TableⅣ-2）、
センナを加工してもこれら 2 成分は残存することが分かり、たとえ SA 及び SB の濃
度にばらつきがあっても、「センナ」（C. angustifolia）に由来しているか否か確認でき
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ることが可能と考えられた。C. alata（FigureⅣ-3-(3)）からは SA（2.1 mg/g）、SB（2.2 
mg/g）及び CP-Glc（5.1 mg/g）は検出されたが、IR-Gtb 及び TiV-Glc は検出されなか
った（TableⅣ-2）。それ以外の Cassia 属植物（FigureⅣ-3-(4),(5),(6)）には TableⅣ-2
に示すように、これら 5 成分は含まれていなかった。また、食品の範疇であるセンナ
（C. angustifolia）茎についても成分を調べた結果、TableⅣ-2 に示したように、5 成分
のうち IR-Gtb は 0.1mg/g 含有されていたが、この濃度はセンナ葉中含量の 1/100 以下
の値で、両者の含量の差が顕著に表れた。また、センナ葉中の IR-Gtb 含量は TiV-Glc
よりも多かったのに対し、センナ茎中の IR-Gtb 含量は TiV-Glc よりも少なかった。 
これらの結果から、IR-Gtb 及び TiV-Glc は健康茶中のセンナ（C. angustifolia）と他
の Cassia 属植物との識別のための指標成分として有効であることが明らかとなった。
更に、IR-Gtb と TiV-Glc の含量比較から、センナ葉と茎との部位の推定が可能となっ
た。 
 
 
TableⅣ-2 Amounts of indicator components and sennosides in Cassia plants  (control) 
 
Plant             Amount (mg/g)   
SA SB CP-Glc IR-Gtb TiV-Glc 
JP Senna (Cassia angustifolia) 5.4 9.4 7.9 13.4 3.8 
Processed senna (Cassia angustifolia) 2.9 4.5 8.3 8.4 3.0 
Cassia alata 2.1 2.2 5.1 N.D. N.D. 
Cassia corymbosa N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Cassia occidentalis N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Cassia obtusifolia N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Senna stem (Cassia angustifolia) 0.9 1.5 7.4 0.1 0.9 
N.D.: not detected 
SA: Sennoside A, SB: Sennoside B 
CP-Glc: Cassiaphenone B-2-glucoside 
IR-Gtb: Isorhamnetin-3-O-gentiobioside 
TiV-Glc: Tinnevellin-glucoside 
HPLC conditions are shown in TableⅣ-1. 
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FigureⅣ-3  HPLC chromatograms of Cassia plants
  
(1) JP senna (Leaves of Cassia angustifolia)    (2) Processed senna 
(3) Cassia alata      (4) Cassia corymbosa     (5) Cassia occidentalis 
(6) Cassia obtusifolia     (7) Senna stems (Cassia angustifolia) 
 
SA：sennoside A; SB：sennoside B;  CP-Glc: Cassiaphenone B-2-glucoside; 
IR-Gtb:Isorhamnetin-3-O-gentiobioside;  TiV-Glc: Tinnevellin-glucoside 
－50－ 
IR-Gtb 及び TiV-Glc を指標とし、本研究で構築した HPLC 分析法（TableⅣ-1）によ
り市販健康茶を検査し、その有用性を検討した。その結果、TableⅣ-3 に示したように、
C. alata（A-1~7）及び C. corymbosa（B-1,2）と表記している健康茶は全て IR-Gtb 及
び TiV-Glc が不検出であったが、CP-Glc は検出され、更に SB 及び SA が検出された。
TableⅣ-2 に示したように、C. corymbosa のコントロールから IR-Gtb、TiV-Glc、CP-Glc、
SB 及び SA が検出されなかったことから、これら健康茶には C. alata が含まれている
ことが推定された。 
他方、“ケツメイシ”や“ハブソウ”などが表記されている 4 検体中 1 検体（C-1）、
及び Cassia 属植物の表記が無い 3 検体中 1 検体（D-1）から、いずれも SA、SB、IR-Gtb、
TiV-Glc 及び CP-Glc が検出された（TableⅣ-3）。更に、センナ茎の表記がある健康茶
について調査した結果、4 検体中 3 検体は IR-Gtb が不検出であったが、1 検体（E-1）
には 0.9 mg/g 含まれていた（TableⅣ-3）。 指標成分が検出されたこれら 3 検体
（C-1,D-1,E-1）は、TableⅣ-3 に示したように、IR-Gtb 含量が TiV-Glc よりも多かった。
TableⅣ-2 に示したセンナ葉のコントロールの結果も IR-Gtb 含量の方が TiV-Glc より
多いことから、センナ茎ではなくセンナ葉（C. angustifolia）が含まれていることが示
唆された。 
以上の調査結果から、C. alataあるいはC. corymbosaの表記のある市販健康茶は、「セ
ンナ」ではなく C. alata が含まれている可能性が高いことが考えられた。近年の C. 
alata の表記がある健康茶について、本研究のような指標成分による識別ではなく、
形態学的に識別した調査 42）では、表記通り C. alata の組織は検出されたが「センナ」
は検出されなかったと報告されている。この報告結果は、今回我々が構築した「セン
ナ」指標成分による識別によるもの（TableⅣ-3，A-1～A-7）と同様の結果であったこ
とから、「センナ」を使わずに表記通り C. alata を使用した健康茶の流通が増えている
と推察された。 
なお、これら検体中には SA・SB 含量が多いものが見られ、最高で 1 包当たり 12.5 
mg 含まれている製品（B-2）があった（TableⅣ-3）。SA・SB の 1 回の薬用量は全体で
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12～24 mg とされている 43）。今回の検査結果から 1 包中に薬用量含まれている検体が
あり、また、ティーバッグの形態をしていることから 1 日に数回摂取する可能性があ
るため、健康被害の危険性が十分危惧される。しかし、これら検体は C. alata が含ま
れており、C. alata は医薬品ではなく食品の範疇であるため、現状では、無承認無許
可医薬品として薬事法で処分できないのは問題である。 
また、C. alata 等の表示が無い検体から、センナ葉の指標成分を含む 3 検体（C-1, D-1, 
E-1）を見つけることができた（TableⅣ-3）。これら 3 検体は医薬品のセンナ葉である
との識別ができなかったことから、加工センナやセンナ末等が含まれていると考えら
れた。これらの結果から、本研究において見出した 5 つの指標成分 IR-Gtb、TiV-Glc、
CP-Glc、SA 及び SB を対象とした同時分析法は、センナ葉成分の含有が推察される市
販健康茶中の原植物識別において有用であると考えられた。 
 
TableⅣ-3  Amounts of indicator components and sennosides in commercial samples 
 
 
Sample A : Commercial health teas that indicated “containing Cassia alata”  
Sample B: Commercial health teas that indicated “containing Cassia corymbosa”  
Sample C: Commercial health teas that indicated “containing Cassia obtusifolia and Cassia occidentalis”  
Sample D: Commercial health teas that did not indicate containing Cassia plants 
Sample E: Commercial health teas that indicated “containing  Senna stems”  
Sample 　　　　　　　          Amount (mg/g)
   Weight (g) /  
    pack
  Total      
amounts of 
SA and SB 
SA SB CP-Glc IR-Gtb TiV-Glc
A-1 0.9 1.8 6.6 N.D. N.D. 2.5 6.8
A-2 0.5 0.8 3.6 N.D. N.D. 4 5.2
A-3 0.8 1.5 3.5 N.D. N.D. 3 6.9
A-4 0.7 1.5 3.3 N.D. N.D. 3 6.6
A-5 0.5 1.2 2.9 N.D. N.D. 3 5.1
A-6 0.6 1.5 4.3 N.D. N.D. 5 10.5
A-7 0.2 0.5 3.3 N.D. N.D. 3 2.1
B-1 1 1.4 2.8 N.D. N.D. 2 4.8
B-2 1.4 2.9 4.2 N.D. N.D. 2.9 12.5
C-1 1.4 1.5 3.6 0.9 0.7 3 8.7
C-2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5 N.D.
C-3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5 N.D.
C-4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2 N.D.
D-1 0.5 0.5 2.3 0.4 0.3 3 3
D-2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 3 N.D.
D-3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5 N.D.
E-1 1 1.8 3 0.9 0.7 2.2 6.2
E-2 0.2 0.4 1.1 N.D. 1 7.4 4.4
E-3 0.1 0.3 1.9 N.D. 0.4 4 1.6
E-4 N.D. 0.3 1 N.D. 0.2 1.2 0.4
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第 4 節 小括 
 
市販健康茶中の「センナ」と他の Cassia 属植物との識別をするため、センナ葉に
特有の指標成分 IR-Gtb、TiV-Glc、CP-Glc、SA 及び SB を相互分離し、定量可能な HPLC
分析法を構築した。本法を用いて、「センナ」や加工センナ、その他市販健康茶に用
いられる Cassia 属植物中の SA・SB 等、各指標成分の定量を行った結果、第Ⅲ章の結
果と同じく、「センナ」及び加工センナ以外の Cassia 属植物には IR-Gtb 及び TiV-Glc
は含まれていなかった。更に、各指標成分が定量できたことにより、IR-Gtb と TiV-Glc
の含量比較から、センナ葉とセンナ茎との部位についても推定可能となった。実際に
市販健康茶を分析対象として用いて、本分析法で検査した結果、「センナ」と C.alata
を含めた他の Cassia 属植物との識別が可能となり、従来法ではセンナ葉の識別が出来
なかった検体の中から「センナ」含有の可能性が示唆される検体を見つけることがで
きた。  
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総括及び結論 
 
健康食品に対する人々の関心は高まり、“天然ハーブ”や“自然の植物”と称した
ものが含まれる健康茶はイメージが良く、消費は上昇傾向を見せている。その一方で、
安全性について科学的検証が欠如しているものでも、良質な製品と共に同じ市場で販
売されているのも事実である。「センナ」を含んだ健康茶もその一つであり、葉の変
色等で形態学的に原植物を識別できないことから、SA 及び SB が薬効量含まれる粗悪
品を市場から排除するためにも、早急に、形態観察以外で「センナ」や C. alata 等の
成分による識別法を開発することが課題となっている。本研究では、この課題に取り
組み、以下に述べるいくつかの成果が得られた。 
 
「センナ」が加工により変色することの証明 
SA 及び SB が検出された市販健康茶に含まれる葉が、変色していることで「センナ」
と断定できない事例について、我々は加工によりセンナ葉が変色する可能性を検証す
ることとし、焙煎茶のように焙煎する加工、また発酵茶のような発酵処理、あるいは
湿気による影響を受けた場合を想定し、茶や健康茶の製造法を参考にして JP「センナ」
に焙煎または加湿の加工を施した。その結果、「センナ」は加工することにより黒～
褐色に変色することが明らかとなった。これら実験的に作製した加工センナの形態観
察や TLC 分析を行い、加工センナと健康茶に含まれる変色した葉とを比較検討した
ところ、市販健康茶には、焙煎センナよりも加湿センナの葉を含む製品の方が多くみ
られた。 
 
健康茶中 SA 及び SB 定量のための標準溶液の安定化 
SA・SB の標準溶液の安定性については今まで明確にされておらず、検討の必要性
があった。実際に我々は JP「センナ」の定量法でセンノシド標準品の溶解に用いられ
る炭酸水素ナトリウム水溶液とメタノールで標準溶液を作製した場合、37℃では 1 日
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で分解物が生成されることが分かった。この分解物は構造解析した結果、
Rhein-8-glucoside と同定された。更に、我々の検討結果から、JP の方法で作製した標
準溶液よりも炭酸水素ナトリウム水溶液で溶解後、0.1%リン酸／アセトニトリル（4:1）
で作製した方がより安定であることが分かった。 
 
加工センナ中の SA・SB 含有量と瀉下作用の検証 
加工センナの SA 及び SB の含有量を把握するため、HPLC を用いた SA 及び SB の
定量を行った。SA・SB 標準溶液は今回我々が検討した安定性の高い溶液を用いた。
その結果、焙煎センナは焙煎時間によりセンナ本来の色が退色し、それに伴い SA・
SB 含有量も減少した。他方、加湿センナについてはいずれの加湿条件でも葉の色が
黒くなったが、SA・SB 含有量は加工条件によって異なるため、葉の色や形態だけで
は健康茶のセンノシドによる瀉下作用についての評価が困難であると考えられた。ま
た、加工センナの瀉下作用については、マウスによる実験結果から SA 及び SB が多
く残存しているものに作用が認められた。形態学的に加工センナが検出された市販健
康茶中の SA 及び SB の定量を行った結果、SA 及び SB を薬用量含むものがあり、市
販健康茶には加工センナが使用されている可能性が考えられた。 
 
「センナ」と他の Cassia 属植物とを異同識別するための指標成分の探索 
健康茶中の「センナ」と他の Cassia 属植物を識別するため、「センナ」に含有され
ており、加工をしてもなお残存している成分を探索した。更に、この成分が他の Cassia
属植物に普遍的に含まれているか否かを検討した。まず、「センナ」抽出液を固相カ
ートリッジで精製処理したものから指標成分を探索した結果、「センナ」を加湿加工
しても分解されない 1 成分を見出した。この成分を単離し、構造解析を行った結果、
cassiaphenone B-2-glucoside（CP-Glc）であることが分かった。CP-Glc は、「センナ」
以外のケツメイシ（C. obtusifolia）、ハブソウ（C. occidentalis）及び C.corymbosa など
市販の健康茶に用いられる Cassia 属植物には含まれていなかった。しかし、CP-Glc
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は Cassia alata にも含まれていたことから、センナとの識別ついてはさらなる検討が
必要であった。 
CP-Glc を指標として実際に市販健康茶を検査した結果、パッケージには原材料表示
されていなかった「センナ」あるいは C. alata 含有の可能性がある検体を見つけるこ
とができた。そこで、次のステップとして、「センナ」及び加工センナ抽出液を固相
抽出法で精製せずに成分分析を行った。その結果、CP-Glc の他に「センナ」を加工し
ても分解されない 2 成分を発見した。これら 2 成分を構造解析したところ、
Isorhamnetin-3-O-gentiobioside（IR-Gtb）及び Tinnevellin-glucoside（TiV-Glc）であるこ
とが分かった。これら成分は C. obtusifolia、C. occidentalis 及び C. corymbosa にには含
まれていない成分であり、もちろん C. alata にも含まれていないことから、「センナ」
特有の成分であることが判明した。 また、これら 2 成分は、葉や茎の部位で含量が
異なることから、これら2成分を指標とすることでセンナの部位が推定可能となった。 
 
健康茶中「センナ」を異同識別するための指標成分を用いた HPLC 分析法の構築 
本研究で見出した指標成分 IR-Gtb と TiV-Glc に加えて、CP-Glc、従来からセンナの
瀉下成分とされてきた SA 及び SB の、以上 5 成分の定量が可能な HPLC 分析法を検
討した。その結果、逆相系 ODS カラムを使用し、移動相はギ酸を添加した水及びア
セトニトリルの混合液でグラジエント溶出し、UV（366nm）で検出する分析法を用い
ることにより、SA、SB、IR-Gtb 及び TiV-Glc の他、CP-Glc を含む 5 成分が 20 分以内
で一斉分析できる HPLC 条件を構築した。更に、本研究で構築した HPLC 分析法を用
いて実試料分析を行った。その結果、SA 及び SB が検出された市販健康茶において、
起原植物が「センナ」由来であるか否かの異同識別、更に葉や茎などの部位の識別も
可能であった。これにより本研究により構築された分析法の有用性が証明された。 
以上、本研究の成果から「センナ」特有の成分である IR-Gtb と TiV-Glc 等を指標成
分とした HPLC 分析法を確立することができた。この分析法を用いることにより、今
まで不可能であった健康茶中の「センナ」や加工センナと、他の Cassia 属植物との異
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同識別及びセンナの部位の識別が可能となった。本分析法により SA 及び SB を含む
市販健康茶の品質の評価が可能となり、消費者の健康茶摂取による健康被害の未然防
止に役立つと共に、より安全な健康食品を供給することに貢献できると考えられる。 
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実験の部 
 
1. 試料及び試薬 
1.1. 試料 
日本薬局方（JP）センナ（Cassia angustifolia）： 山本漢方製薬（株）及び（株）
栃本天海堂 
センノシド A（SA）及びセンノシド B（SB）標準品：（財）医薬品医療機器レギ
ュラトリーサイエンス財団 
Rhein-8-glucoside：東京都健康安全研究センターより提供 
ハブソウ（Cassia occidentalis）：(株)栃本天海堂 
ケツメイシ（Cassia obtusifolia）：(株)栃本天海堂 
Cassia alata 及び Cassia corymbosa：東京都薬用植物園より提供 
センナ茎（Cassia angustifolia）：神奈川県衛生研究所より提供 
 
1.2. 試薬 
  アセトニトリル、メタノール、1-プロパノール及び酢酸エチル： 関東化学（株）
HPLC 用 
  テトラヒドロフラン（THF）及び炭酸水素ナトリウム： 和光純薬（株）特級 
  リン酸及びギ酸： 和光純薬（株）HPLC 用 
  酢酸： 和光純薬（株）HPLC 用 
  臭化テトラ-n-へプチルアンモニウム： 関東化学（株）特級 
  重水： 和光純薬（株）NMR 用（99.9％） 
  ジメチルスルホキシド(DMSO)-d6 及び重メタノール（MeOD）： 和光純薬工業
(株)の NMR 用（99.9％）を使用した． 
  前処理用カートリッジ： Agilent BOND ELUT SAX  100 mg 1 mL；使用前にメ
タノール 2 mL 及び精製水 10 mL でコンディショニングした。 
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酸除去用カートリッジ： Agilent BOND ELUT PH  1 g 6 mL；使用前に精製水 10 
mL でコンディショニングした。 
TLC 板： Merk HPTLC silica gel 60 F254  10×10 cm 
 
2. 装置 
2.1. 高速液体クロマトグラフ（HPLC） 
  島津製作所製 LC-10 シリーズ（ポンプ：LC-10AT，UV 検出器：SPD-10A，蛍光
検出器：RF-10A，カラムオーブン：LC-10A） 
  Waters 社製 Alliance 2695 システム 
 
2.2. 分取用 HPLC 
  Agilent 社製 1260 Infinity システム 
 
2.3. 高速液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS） 
  Waters 社製 Alliance 2695 に Waters 社製 ZQ2000 を接続した装置 
 
2.4. 高速液体クロマトグラフ時間飛行型質量分析計（LC-TOF-MS） 
  Waters 社製 Alliance 2695 に Waters 社製 LCT Premier XE を接続した装置 
 
2.5. 核磁気共鳴装置（NMR） 
  日本電子社製 JNM-400A システム  
  Agilent 社製 400-MR DD2 システム 
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3. 実験方法 
3.1. 第Ⅰ章に関する実験 
3.1.1. 加工センナの作製方法 
加工センナは、茶や健康食品製造者の情報等 24）25）26）27）を参考に、以下に示した
方法で JP「センナ」に焙煎あるいは加湿等の加工を施した。 
焙煎センナ： JP「センナ」20 gを家庭用ホットプレート（大きさ約30 cm×40 cm）
を用いて 180～190℃で攪拌しながら加熱した。5 分間加熱したものを浅煎りセンナ、
15 分間加熱したものを中煎りセンナ、30 分間加熱したものを深煎りセンナとした。 
加湿センナ： 葉に十分な水分を含ませるため、JP「センナ」1 g に対して 2.5 mL
の精製水を加えて湿らせた。夏季及び冬季の温度も考慮し、湿らせたセンナを恒温
槽で 5℃、20℃及び 40℃の各温度で 6 時間及び 20 時間静置させ、その後、家庭用
ホットプレートを用いて 80℃で約 2 時間乾燥させた。 
予め 80℃で乾燥する過程での SA・SB 量の減少が無いことを確認した。 
 
3.1.2. 加工センナ等の葉の色の命名法 
焙煎センナ、加湿センナ及び市販品等の葉の色は、日本工業規格（JIS）Z 8102:2001
色名帳に基づいて命名した。 
 
3.1.3. SA 及び SB の確認試験 
TLC による SA 及び SB の確認は、JP「センナ」確認試験（2）に準じて行った。 
標準溶液の調製： SA 及び SB を 1 mg ずつ量り、テトラヒドロフラン（THF）／
水混液（7:3）1 mL をそれぞれに加えた。  
試料溶液の調製： 検体約 1 g に THF/水混液（7:3）20 mL を加え、30 分間振と
う後、遠心分離した。上澄液をとり、塩化ナトリウム 6.5 g を加え、10 分間振とう
した。分離した水層を不溶の塩化ナトリウムとともに分取し、1 moL/L 塩酸試液を
加えて pH 1.5 に調整した。この液に THF 15 mL を加え 10 分間振とうした後、分離
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した THF 層を分取した。更に、「センナ」0.25 g について試験溶液の調製に従い、
陽性対照とした。 
TLC 条件： 
スポット量： 10 µL 
展開溶媒：  酢酸エチル／1-プロパノール/水/酢酸混液（40:40:30:1） 
検出波長：  365 nm（UV） 
 
3.1.4. SA 及び SB の定量方法 
標準溶液の調製： SA 約 3 mg を精密に量り、1％炭酸水素ナトリウム水溶液に
溶かして正確に 10 mL とし、標準原液 A とした。SB 約 3 mg を精密に量り、1％炭
酸水素ナトリウム水溶液に溶かして正確に 10 mL とし、標準原液 B とした。標準原
液 A を 2 mL 及び標準原液 B を 2 mL ずつ正確に量り、HPLC 移動相を加えて正確
に 25 mL とした。 
試料溶液の調製： 検体 1 包を共栓付遠沈管に入れ、70％メタノール 25 mL を加
え、30 分間振とうした。遠心分離後、上澄液を分取した。残留物は 70％メタノー
ル 10 mL ずつを 2 回加え、それぞれ 10 分間振とうし、遠心分離後、上澄液を分取
した。全抽出液を合わせ、70％メタノールを加え、正確に 50 mL とした。この溶液
を正確に 10 mL とり、メタノール 2 mL 及び水 10 mL で洗浄した Varian 
SAX1210-2017 カートリッジカラムに負荷した。0.58％酢酸メタノール溶液及び水
10 mL でカラムを洗浄したのち、メスフラスコ 10 mL を受器として用い、0.07 mol/L
リン酸／メタノール混液（1:1）で 10 mL となるまで溶出した。 
HPLC 条件 
カラム：    GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 4.0 mm×100 mm 3 μm 
カラム温度： 40℃ 
移動相：    0.1％リン酸溶液／アセトニトリル混液（4:1） 
流量：      0.8 mL/min. 
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注入量：    10 μL 
検出器：    UV 検出器（波長 366 nm） 
 
3.1.5.  マウスを用いた瀉下試験 
試験溶液の調製： 陽性対照には JP「センナ」、陰性対照には精製水を使用した。
JP「センナ」及び加工センナを各々1 g 量り、共栓試験管に入れて精製水 20mL を
加えたものをLow doseとした。各々2 g量り、精製水 20 mLを加えたものをHigh dose
とした。これらを 5 分間超音波抽出した後、3000 rpm、10 分間遠心分離し、上澄み
を試験溶液とした。 
瀉下試験方法： 絶食させた雄性 ddY マウス（10～14 週齢、体重 38.1～44.4 g）
を 3 匹 1 群として行った。各々のマウスに試験溶液を 20 mL/kg 経口投与した。ケー
ジの下にあらかじめ重さを量った厚手のろ紙を敷き、投与開始から 6 時間後まで、
30 分毎に糞量を測定した。 
 
3.2. 第Ⅱ章に関する実験 
 
3.2.1. 検体 
Cassia 属植物の表記がある市販健康茶 12 検体について調査した。そのうち、ハブ
ソウ、またはケツメイシの表記のもの 8 検体、Cassia alata の表記のもの 3 検体及び
Cassia corymbosa の表記のもの 1 検体であった。また、Cassia 属植物の表記が全くな
い健康茶 10 検体についても調査した。 
 
3.2.2. 加工センナの作製方法 
JP センナ 1 g に対して 2.5 mL の精製水を加えて湿らせ、恒温槽において 20℃で 20
時間静置させた。これを市販のホットプレートで 80℃、2 時間乾燥させた。  
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3.2.3.  cassiaphenone B-2-glucoside の分取方法 
加工センナあるいは局方センナ約 100 g を 800 mL のメタノールで抽出し、抽出液
を 80 mL 程度まで減圧濃縮した。濃縮液の上澄みを前処理用カートリッジカラムで精
製し、これを 3 mL 程度まで減圧濃縮した。この濃縮液を HPLC 分析と同じ条件で、
目的成分を繰り返し分取した。分取溶液中のリン酸を除去するため、酸除去用カート
リッジに分取液 5 mL負荷させ、精製水 3 mLで洗った後、20 mLの精製水で溶出した。
溶出水溶液を 80℃のホットプレートに置き、水分を大気圧で蒸発乾固させたものを
NMR 測定に供した。 
 
3.2.4. 試料の抽出方法 
試料 1 g を共栓付遠沈管に入れ、70％メタノール 25 mL を加えて 30 分間振とうし、
遠心分離（10 分間，3000 rpm）後、上澄液を分取した。残留物は再度 70％メタノー
ルを加えて同様な操作を再度繰り返した。全上澄液を合わせ、70％メタノールで正確
に 50 mL に定容した。この溶液 10 mL を正確にとり、前処理用カートリッジに負荷
した。0.58％酢酸メタノール溶液 10 mL 及び水 10 mL でカラムを洗浄した後、0.07 
mol/L リン酸／メタノール混液（1:1）10 mL で溶出した。 
 
3.2.5. LC-TOF-MS 分析条件 
 カラム：      Inertsil ODS-3 (4.0 mm i.d.×100 mm, 3 µm)  
 カラム温度：  40 ℃ 
 移動相：       0.1％ギ酸／アセトニトリル＝ 90:10（10 min.）→60:40（1 min.）      
→ 10:90（4 min.） 
流量：        1.0 mL/min 
注入量：      5 μL 
コーン電圧：  100 V 
イオン化法：  ESI negative 
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 スキャン範囲：100-1000 m/z 
 
3.2.6. NMR 分析条件 
 測定核種：   1H 及び 13C 
 溶媒：       D2O 
 共振周波数： 399.65 MHz 
 
3.2.7. HPLC 分析条件 
カラム：     GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 4.0 mm i.d.×100 mm 3 μm 
カラム温度： 40℃ 
移動相：     0.1％リン酸溶液／アセトニトリル混液（4:1） 
流量：       0.8 mL/min. 
注入量：     10 μL 
検出器：     UV 検出器（波長 366 nm） 
 
3.3. 第Ⅲ章に関する実験 
 
3.3.1. 加工センナの作製方法 
3.2.2. の作成方法と同じく、JP センナ 1 g に対して 2.5 mL の精製水を加えて湿ら
せ、恒温槽で 20℃で 20 時間静置させた。これを市販のホットプレートで 80℃、2 時
間乾燥させた。  
 
3.3.2.  Isorhamnetin-3-O-gentiobioside 及び Tinnevellin-glucoside の分取方法 
 JP センナ約 20 g を 300 mL の 70％メタノールで抽出し、抽出液を 100 mL 程度まで
減圧濃縮した。成分濃縮液を精製するために Agilent BOND ELUT SAX (1 g /6 mL）カ
ートリッジカラムに 3 回通した。この溶液を約 3 mL まで減圧濃縮した。この濃縮液
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3 mL中 50 µLをHPLCに注入して、目的の 2成分 Isorhamnetin-3-O-gentiobioside（IR-Gtb）
及び Tinnevellin-glucoside（TiV-Glc）を分取した。IR-Gtb は以下の HPLC 条件で保持
時間 14.1 分のピーク（Figure-1-(1)）が溶出される部分を、TiV-Glc は保持時間 9.6 分
のピーク（Figure-1-(2)）が溶出される部分を分取した。この操作を 40 回繰り返し、
分取した各フラクションをそれぞれ合わせた後、分取溶液中のギ酸を除去するため
Agilent BOND ELUT PH（1 g /6 mL）カートリッジに分取溶液 10 mL 負荷させ、精製
水 10 mL で洗った後、IR-Gtb は 15 mL の精製水：エタノール（1：1）で溶出し、TiV-Glc
は 15 mL の精製水：アセトニトリル（2：3）で溶出した。 
各溶出液を 45℃のホットプレートに置き、大気圧で蒸発乾固させたものを NMR 測定
に供した。 
IR-Gtb 分取時の HPLC 条件 
カラム：     GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 4.6 mm i.d.×250 mm 5 μm 
カラム温度： 38℃ 
移動相：     0.05％ギ酸水溶液／アセトニトリル混液（81:19） 
流量：       0.8 mL/min. 
注入量：     30 μL 
検出器：     UV 検出器（波長 366 nm） 
 
TiV-Glc 分取時の HPLC 条件 
カラム：     GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 4.0 mm i.d.×100 mm 3 μm 
カラム温度： 40℃ 
移動相：     0.05％ギ酸水溶液／アセトニトリル混液（78:22） 
流量：       0.8 mL/min. 
注入量：     80 μL 
検出器：     UV 検出器（波長 366 nm） 
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3.3.3. 試料の抽出方法 
 試料 1 g を共栓付遠沈管に入れ、70％メタノール 25 mL を加えて 30 分間振とうし、
遠心分離（10 分間、3000 rpm）後、上澄液を分取した。残留物に 70％メタノールを
加えて同様な操作を再度繰り返した。全上澄液を合わせ、70％メタノールで正確に 50 
mL に定容した。 
（1）
（2）
IR-Gtb 3000 
min. 
mAU
0
0 14 
TiV-Glｃ 3000 
min. 
mAU 
0 
0 10 
Figure 1  HPLC chromatograms of senna extract with fractionation methods for 
components of IR-Gtb and TiV-Glc  
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3.3.4.  LC/ MS 分析条件 
 カラム：      GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3  4.0 mm i.d.×100 mm 3 μm 
 カラム温度：  40 ℃ 
 移動相：      0.1％ギ酸／アセトニトリル（4:1） 
流量：        0.8 mL/min 
注入量：      10 μL 
コーン電圧：  30 V 
イオン化法：  ESI positive 
 スキャン範囲： 100-900m/z 
 
3.3.5. NMR 分析条件 
 測定核種：   1H 及び 13C 
 溶媒：       MeOD （IR-Gtb）及び DMSO-d6（TiV-Glc） 
 共振周波数： 399.65 MHz 
 
3.3.6. HPLC 分析条件 
カラム：     GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 4.0 mm i.d.×100 mm 3 μm 
カラム温度： 40℃ 
移動相：     0.1％リン酸溶液／アセトニトリル混液（4:1） 
流量：       0.8 mL/min. 
注入量：     10 μL 
検出器：     UV 検出器（波長 366 nm） 
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3.4. 第Ⅳ章に関する実験 
 
3.4.1. 検体 
 Cassia 属植物の表記がある市販健康茶 13 検体について調査した。そのうち、C. alata
の表記のもの 7 検体及び C. corymbosa の表記のもの 2 検体、ハブソウ、ケツメイシ
の表記のもの 4 検体であった。また、Cassia 属植物の表記がない健康茶 3 検体及びセ
ンナ茎の表記のある健康茶 4 検体についても調査した。 
 
3.4.2. 加工センナの作製方法 
3.2.2. の作成方法と同じく、JP センナ 1 g に対して 2.5 mL の精製水を加えて湿らせ、
恒温槽で 20℃で 20 時間静置させた。これを市販のホットプレートで 80℃、2 時間乾
燥させた。  
 
3.4.3. JP に準じた HPLC による「センナ」中 SA 及び SB 定量法 
試料溶液の調製： 試料 1 g を共栓付遠沈管に入れ、70％メタノール 25 mL を加え
て 30 分間振とうし、遠心分離（10 分間、3000 rpm）後、上澄液を分取した。残留物
に 70％メタノールを加えて同様な操作を再度繰り返した。全上澄液を合わせ、70％メ
タノールで正確に 50 mL に定容した。 
HPLC 条件 
カラム：   GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 4.0 mm i.d.×100 mm 5 μm 
カラム温度： 50℃ 
移動相：   A；アセトニトリル、B；100 mM 酢酸ナトリウムに酢酸で pH 5.0
に調製した酢酸緩衝液 
A：B（8：17）に調製後、2.45 g の臭化テトラ-n-ヘプチルアンモニ
ウムを加えて 1 L とする。 
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流量：      0.8 mL/min. 
注入量：    10 μL 
検出器：    UV 検出器（波長 340 nm） 
 
3.4.4. 今回構築した HPLC による「センナ」識別分析法 
試料溶液の調製： 試料 1 g を共栓付遠沈管に入れ、70％メタノール 25 mL を加え
て 30 分間振とうし、遠心分離（10 分間、3000 rpm）後、上澄液を分取した。残留物
に 70％メタノールを加えて同様な操作を再度繰り返した。全上澄液を合わせ、70％メ
タノールで正確に 50 mL に定容した。 
HPLC 条件 
カラム：     GL サイエンス社製 Inertsil ODS-3 HP  4.6 mm i.d.×150 mm  3 μm 
カラム温度： 40℃ 
移動相：     A：0.1% ギ酸水溶液 ／ B：0.1% ギ酸アセトニトリル 
A/B=82:18 (0-1 min. hold)- 81:19 (1-7.5 min. hold)- 70:30 (7.5-16 
min.)-50:50 (16-19 min.)- 82:18 (20-23 min. hold)  
流量：      0.6 mL/min.  
注入量：    5 μL 
検出器：    UV 検出器（波長 366 nm） 
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